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辛(岡山県水産試験場) ､アサリRudl'tapes phjlIl'pl'narum (茨城県栽培漁
業協会､千葉県東京湾栽培漁業センター) ､チョウセンハマグリMeretrix
lamarckl'(茨城県栽培漁業協会) ､アカガイScapharca bTOughtonl'1'(兵




















Riquelme eta1.,1995; Sugumareta1., 1998a) ｡培養上清に含まれる

















































































の1種Scophthalmus maxlmus (Westerdahl et a1.,1991) ､ガザミ















































































































AmericanTVpe Culture Collect'10n (Rockville, MD, U.S.A.)から分


































































Fig･2. Changes in survival of larval oysters
exposed to pathogenic Vibrio strains.
0 , control; I , exposedwithVl'brio sp.(ATCC19107);
+ , exposedwithVl'brio alginolyticus (19108);
◆ , exposedwithⅥbTio tubiashii (19109).
Each Strain was added at 105 CFU/mL.





























Fig･4･ Pathogemicity of culture supernatants(5%) of
pathogenic Vl'brio strains to oyster larvae.

























































































Fig.5. Changes in survival of larval oysters
exposed to Vl'brio alginolyticus.
0 , Control(no inoculation); ■ , exposed at
103 CFU/mL; ▲ , exposed at 104 CFU/mL;





Fig･ 6･ Changes in survival of larval oysters
exposed to Vibrio alginoLyticus.
0 : control(no inoculation),口: exposed in











Fig･ 7･ Growth of V.a/ginolyticus in Marine broth.






Fig･8･ Growth of Vl'brio aLginoLyticus in oyster
larval culture･ ●, inoculated in culturing






Fig.9. Effects of Vl'brio aLginoLytJ'cus culture
supernatant on larval survival. I, exposed to
5% culture supernatant; +, exposed to 10% culture



















































′なるよう硫安を加え､ 4℃で30分場拝した後､ 10,000Ⅹg､ 20分間遠心分離
を行い､沈殿を回収した｡沈殿を5mLのTris-HCl緩衝液(pH7.5､
















工海水を用いて(遠心分離5,000Ⅹg､ 10分) 3回洗浄した後､ lmLの
Marine Brothに懸濁し､ 2時間､ 20℃で培養した｡培養後､培養液を人工































プロテアーゼの阻害剤であるEthylenediaminetetraacetic acid (EDTA ;
同仁化学)および1,10lP/henanthroline (フェナンスロリン; SIGMA) ､
セリンプロテアーゼの阻害剤であるPhenylmethylsulfonylfluoride
(PMSF; SIGMA)および大豆トリプシンインヒビター(SIGMA) ､シス























































































Fig.10. Protease activity of culture supernatant of
VfbTio alginolyticuS in Marine Broth.
36
′Fig･11･ Gelatin SDS･PAGE analysis of culture






Fig･12･ Gel filteration of culture supernatant of
Vl'brio algino)yticuS
38
′A 良 C D E ド
Fig･13･ Gelatin SDS･PAGE analysis of culture
Supernatants of Vl'bn'o algino)yticus mutants.
Tracks COntained supernatants of following
strain･･ A,F, Wild type; B, VM3; C, VM9;
D,VM13,･ E,VM24.
39
′Table 3･ Protease activity of thewi1d type and nutantS
of V,'bn'o aLginoLyticus in Marine Broth






















Fig.14. Growth ofthewild type and mutants 0f
Vl'bn'o aJginoLyticus in Marine Broth.
0, Wildtype; A,VM3;口,VM9; ▲, VM13;
●, VM24.
41





































































Fig･16･ Pathogenicity of culture supernatants of

























V･tublbhl')はTubiah et al. (1965)によって瀕死のマルスダレガイVenus
(Mercenan'a) mercenan'a幼生から分離され､同時に彼らによってヨーロッ
パヒラガキOstTea edull'S､ホンアメリカイタヤガイAequl'pecten

































り36時間後の幼生の生残率が72.1､ 55.2, 0.5%と低下した(Fig.5) ｡こ
の結果は､ Sugumaretal. (1998a)において瀕死のマガキ幼生から分離
した病原株の中でもっとも強い病原性を示し､彼らがこれまでに報告され























Sugumar et al. (1998a).はV.splendl'dusの洗浄菌体を破砕してその内
容物をマガキ幼生に対して感染させた結果､菌体外産生成分の病原性と同
等か､もしくはそれを上回る病原性を示したことを報告し､菌体内病原因























































































































































































































































Table 7. Inhibition of protease activity in culture











Fig.17. Effects of ovomacroglobulin on the survival of
oyster larvae exposed to culture supernatant of
Vfbn'O alginolytictzs. ● ; exposed to 5% culture
supernatant,ロ; exposed to 5% culture supernatant
with 211g/ml ovomacroglobulin, A ; exposed to 5%
culture supernatant with 2叫g/ml ovomacroglobulin,







Fig.18. Effects of a2 maCrOglobulin on the survival of
oyster larvae exposed to culture supernatant of
Vl'brio alginolyticus. + ; exposed to 5% culture
supernatant,出; exposed to 5% culture supernatant
with 2pg/ml a2 m-acroglobulin, A ; exposed to 5%
culture supernatant with 2叫g/ml α 2 maCrOglobulin,
0 ; control(added 5%flesh Marine Brothwith





Fig･19･ Effects of ovoglobulin8 0n the survival of
oyster larvae exposed to culture supernatant of
VibTio alginoJytI'cus･ ● ; exposed to 5% culture
Supernatant,A ; exposed to 5% culture supernatant
with l〟g/ml ovoglobulins,ロ; exposed to 5%
culture supernatantwith lOpg/ml ovoglobulins,
▲ ; exposed to 5% culture supernatant wi仙
50pg/nl ovoglobulins, ○ ; Control(added 5%flesh






Fig･20. Suppressive effect of ovomacroglobulin on
the growth of V. aJginolyticus in gelatin medium.
+ : V. aLginoLyticus was incubated alone,
□ : V･ aLgJbolyticuS Was incubatedwith 5pg/nl







Fig･21･ Suppressive effect of a2 maCrOglobulin on
the growth of V･ aLginoLyticus in gelatin medium.
+ : V･ a)ginolyticus was incubated alone,
○ : V･ alginolytJ'cus was incubatedwith lug/ml
a2 maCrOglobulin, A: V･ a)ginolyticus was







Fig.22. Suppressive effect of ovoglobulins on the
growth of V. aLginolyticuS in gelatin medium.
+ : V. aLginolyticus was incubated alone,
□ : V. alginoJYticuS Was incubated with 5pg/ml






Fig.23. Effects of ovomacroglobulin on the survival of
oyster larvae inoculatedwith VJ'btio aLginoLyticus.
+ , inoculated with Vl'brio aLginoLyticus at
106 CFU/mL; {, inoculatedwith Vl･bn･o alginoLyticus
at 106 CFU/mLwith 20pg/mL of ovomacroglobulin;







Fig.24. Effects of a2 maCrOglobulin on the Survival
of oyster larvae inoculatedwith VゴbTio a)ginolyticus･
● ; inoculatedwith Ⅵbrio aLg血oLyticuS at 105 CFU/ml,
□ ; inoculated with Ⅵbn･o alginoJyticuS at 106 CFU/ml
with lllg/ml α2 maCrOglob山in, A; inoculated with
vibrio alginoLyticuS at 105 CFU/mlwith 5pg/nl






Fig･25･ Effects of ovoglobulins on the Survival
of oyster larvae inoculatedwith VibTio aJginolyticus.
+ ; inoculatedwith VibTio a)gino)yticus at
106 CFU/ml, □ ; inoculatedwith ⅥbTio alginolyticus
at 106 CFU/mlwith 5岬/ml ovoglobulins,A ;
inoculatedwith ⅥbTio a)ginoLyticus at 105 CFU/ml




















































































































































































































































SuTt213SOTJqTA JO qTJhOIB all uo
SaTt210S!dTlaTUdqau!muJOSIUaJJajuOl!q!ttut.∞atqdト
′Table 9. Effects of marine bacterial strains
on the survival of larval oysters






Fig･27･ Suppressive effect of Strain S2l on the growth
of V. alginolyticus in seawater broth.
0 , V. alginoLyticuS Was incubated alone;
● , V. aLginolyticus was incubatedwith strain S21.






Fig.28. Effects of strain S21 0n survival of larval oysters
challenged with VfbTio aLginoLyticus.
+, inoculated with V. alginoJyticus alone,'
o, inoculatedwith V. aLginoLytJ･cus and S21 at 104
CFU/nL; +, inoculatedwith V. alginoLyticus and S21 at
106 CFU/mL; A, inoculatedwith S21 at 104 CFU/mL











果である｡ Riquelme et al. (1996) lWgopecten puzpuratusに対して
病原性を示すV.ahtl'noIytl'cusに抑制効果を示す海洋細菌Alteromonas














































































属海洋細菌で有する能力であることがShimidu and Tsukamoto (1985)
によって報告されている｡本研究で用いたV.algl'nolytl'cusも培養上清中の
プロテアーゼ活性の測定からプロテアーゼ産生能を有することが明らかと
なった｡これまでにV.angul'lZaTum (Farren and Crosa, 1991)













































































aL1974, Sakata eta1.,1982,Lemos etal.1985) ｡また､抗生物質産生細
菌添加によるビブリオ病抑制のための生物学的防除法も検討されている




ブリオ増殖抑制効果を検討できるNogami and Maeda (1992)の方法を用
いた｡本研究で分離したS21株がどちらの増殖抑制メカニズムによってビブ
リオ属細菌を抑制したかは明らかではないが､生物学的防除には位置競合
による病原菌の増殖抑制を示す細菌を用いる方がよいと考えられ､位置競
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′合による増殖抑制のみを指標とした増殖抑制細菌の分離手法の開発が望ま
れる｡
生物学的防除法に用いる添加細菌が有する､病原細菌に対する増殖抑制
効果以外の有効な性状としては､病原因子に対しての抑制物質の産生能が
挙げられる｡すなわち今回明らかにした病原因子であるプロテアーゼを制
御できるプロテアーゼ阻害剤を産生する細菌の添加は病原性抑制の可能性
が期待できる｡さらに添加する細菌の性状として､幼生への餌料としての
周巣や餌料微生物の増殖促進効果を付加できれば幼生飼育における総合的
な種苗生産効率の向上が期待できる｡
本研究の結果､マガキ幼生ビブリオ病において発病メカニズムに基づい
た発病抑制方法､すなわち病原性発現に関与する病原細菌の産生するプロ
テアーゼ活性の抑制を目的とするオボマクログロブリンの幼生飼育水への-
投与､また､発病の重要な要因である病原細菌の増殖を増殖抑制細菌によっ
て抑制する生物学的防除法という2つの手法の有効性が示された｡
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